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【緒言】
学位論文内容の要旨
歯周炎は細菌感.YAによって歯周組織に生じる炎虻性破壊性疾患であるo細菌感染に対する防御機
構である歯と歯肉接合上皮との付着が破壊されることにより炎症は作部へと波及していくC歯周炎
の進行を抑え,重症化を防ぐには,破壊された接合上皮の歯面への付着を早期に修復し,接合上皮
の歯面-の付着を強他日こする必要があると考える｡
歯肉接合上皮は歯面との間で-ミデスモゾーム結合を形成し,接着しており,この接着には細胞
接滞分子であるintegrirlと細胞外基質 (Extrace=tlarmatrix;ECM)が関与しているDまた,細胞増
殖,舶=胞分化や糾 Id死などの幅広い生物悟性を有するサイ トカインであるB.ansfomlinggrowth
factor･{β(TGF-β)は, intcgrinやECM との相互作用によって上皮細胞 の 接着をlIilH卸しているo
TGFIPのシグナル伝達経路には細胞内のSmad2/3を介するSmad依存性経路の他に,p38
mitogcn･activatedpl.Otein､kinase (p38MAPK)経臥 extraCeHularsignal-reguTa(edkinase(ERR)経路や
C･JunN-lermhalkinase(JNK)練W:rtといったSmad非依存性経路もあり,同様に多くの細胞勅使を制
御している｡しかしながら,TGF-βが歯r･liJ上皮細胞において,integrinとECMに及ぼす作用や,ま
たその'.Tf細なシグナル伝達経路は不明な点が多い.そこで,本研究ではTGF-βシグナル伝達系によ
りkCfTl胞楼lT･経を制御することを目的とし,TGFIPシグナル伝達系による細胞接着能,およびinLegrin
とECMの発現の変化:を調べたO
【材料および方法皿
.1,歯肉上皮細胞の分離 ･培養 :健康な歯周組織を有するドナー (28歳,男性)の歯肉を拐取し,
Keratinocyle-SerumFreeMediurnを用い,ヒト歯肉上皮細胞を培輩したDSirnianvirus40(SV40)
を用いて初代培鵜上皮細胞を形質転換し,不死化上皮細胞株を樹立したoJHGEceHsをさらに5-7
継代培養し,実験に他用した0
2,TGF-βシグナル阻害剤 :細1胞播種した24時間後にTGF-β1で刺激したoTGF-βシグナル阻害剤
として,TGF-PIIt･!受容体 (ac(ivinrcceptor-likekinase;ALK4,5,7)阻害剤 (sB431542),p38MAPK
阻害剤 (sB203580),MAPJUERKkinase阻･'&剤 (pD98059), JNK阻害剤 (sp600125)をTGF-β1
刺激の 1時間揃に添加した0
3.遺伝子導入 二細胞郁捷24時間後にSmad2およびSmad3発現ベクター,対照としてmock(発現
ベクターのみでSmad2とSmad3遺伝子を含まない)を,LipofeclamineLTXを用いて遺伝子導入
し,24時間後にTGF-βl(lng/ul)で刺徹した,
4.細胞按那 Eの検討 :TGF-Pl添加24時lt'LJ後の細胞をtrypsin-EDTAで剥離し,細胞数調整後に再
#.種したO】,12,おキび24時間後にプレー トに付着している細胞をDAPI染色後･Celomics
ArayScanVTIを用いて,細胞数を測定した行また, ECM基材を用いた測定は, ECM (colagen
亡】
typeⅠ,f7brorleCtin,andlFaminin)をコー トしたプレー ト上で行った0
5,迫伝子発現の解析 :TGF-Pl添加24時間後の細胞から全RNAを回収し,INTEGRINとECM関漣
迎伝子の苑現をリアルタイムRT-PCR法で,定足解析 した.
6.蛋白質の細胞内局在の槻察および蛍光強度の解析 .ITGF-PJ添加 24時間後の細胞を,4%パラホ
ルムアルデヒドにて 10分I.'lJトL･TLJl'･r;Jj促 した｡一次rJ'川くに抗FLAG,P10SPHOiSMAD2(p-SMAD2),
rNTl三GRtN(lJ2,a5,P4,P6)帆(.･I碓 用いて,DAPI)L'iz色(I.1･灸,CeHonlicsAmyScanVTrを使い,免疫'ni･光
染色法にてnl白朋);.1在を胤'f三･r:,したOまた,地色したを提白質に附して,蛍光強度の解析を行った｡
7.統計処理 .･全ての実験GJ,･'膿は,仙立した3-5回の実験,i･'-.I(n-3-5)から得た｡3群聞以上の検
定は,ANOVAおよびSchcrc'stCSlを用いて.2柿間の差の検定には,StudcnI'sI-testを用いた｡
なお,prl'Eが0,05以下をもってTrT音ii'ありと判定した｡
【結果】･
1･TGF-βシグナルが細胞接軌 =及ぼす彩轡 :TGF一郎の刺激によって,接.:打細胞敬が有.1日:に増加 し
た｡またこの発現増加はSB2035机 PD98059,SP600125に比べて,特にSB431542によって抑
制された｡
2･TGFサSmad2/3シグナルのINTEGRINとECM関連過伝子の発現調節:TGF-P]の刺激によって,
]NTEGJW (a2,a5,P4,P6),FIBJWNECTINJ,TEN.･ISCJNC,1･'ERSIC/IN,およびLAMININγ2
の権現が桐JnL,またこれらの児現増力IHまSli431542によって抑制された0
3.Smad2/3過剰発現細胞の確立 .AFLAG敗色の蛍光強度ATIil:rから,各噂大洲抱の似性率は約40%
であり,各仰l'tlに不T.16.･な差はなかったoSnlad2/3蒐現ベクター科人により,対照と比較 してSMAD2
とISJ4.イD3の沌現-取は有:芯dr:に増加 した0
4.Smad2/3過剰発現が細胞接着に及ぼす彩響 :遺伝子埠入梅の細JJd接苛能の検榊結果では,対照
およびSmad3過剰発現細川包と比較 して,Smild2過剰堀現細胞の楼*1･kqJ胞数が増加 した｡
5.Smad2/3過剰発現によるINTEGRINとECM関連過伝子発現への彩管 :対憾およびSTlad3過剰
発現と比概して,Smad2過剰発現によってJNTEG尺/N(a2,a5,P4)の碓現が増加 した.
6.Smad2過剰発現時のPISMAD2,lNTEGRINの検出:P･SMAD2の楼内への局在とrNTEGRrN(a2,
α5,P4,P6)の釧胞質内の)･二l在を柵放した｡蛍光強度解析では,SITlad2過剰発現時にlNTEGRTN
(u2,α5,P4,β6)の蛍光此度が増)J目した｡印判こ,rNTEGRINα2の発現畳は有意に増加 した0
7.ECM存在下での.Smad2/3過剰発現が細胞接着に及ぼす影響 ･.ECMコー トプレー トを用いた
細胞接rj'･能の検討紙果では,Smad2/3過剰蒐弓削こより,接着細胞数が増加した｡また,smad2過
剰発現時では著明で,1bronectj1をコー トしたプレー トにおいては,有意に増力目した｡
歯肉上皮糾 Jdにおいて,TGF-P]により細胞接着能が促進し,LVTEGJLlN (a2,a5,64,β6),
nBRONECTINI,TENA.qCINC,VERSICAN,およびLA^4JNINγ2の迫伝子発現が増加した｡また,
S13431542によってALK (4,5,7)受解体をEr!f典的に阻蛮し,Smad2/3シグナル伝達経路を遮断す
ることで,これらの遺伝子発現は抑制されたOこの結jlから,Sma(I依存性経路がTGF･P誘導性の
細胞接着を制御する主要なシグナル伝達経路であると考えるo
snlild2とSLlad3の比Ir!l･Zでは,Sl1ad2とSnlad3発現ベクターの遺伝子導入を行ったoSmad3と比
較してS11ad2過剰発現細胞では,細胞接T-I瀧 が上昇し,il【egrin(Q2,a5,P4)の遺伝子および蛋白
群発別が促3Lfすることが分かった｡
WfJ可上皮371"胞において,TGF-p-S-1ad2/3シグナル伝達雛路が細胞接.lt'i･に関与し,特にSmad2の過
剰発現はilLcgrin (a2,α5,P4)の発現上狛 こより,細胞接着価を上昇させる｡すなわち,Smad2
が歯肉接合上皮の歯面への接着をIJIJ進させる可能性が本研究によって示されたO
■学位論文審査結果の要旨
I
J-4g周炎は細菌感染によって歯周組織に生 じる炎症性破壊性疾患であり,細7.'削盛典に対する防
御機柄である歯と船内接合上皮との付潜が破旗されることにより炎症は深部-と波及してい
くo船周炎の進行や黍症化を防ぐには,接合上皮の(･rg面-の付着を中期に修復し,接合上皮の
歯面-の付着を強固にすることが重要と考える｡歯肉接合上皮は歯面との胴で- ミデスモゾー
ム結合を形成 し,接着しており,細胞接着分子であるintegrinと細胞外基質 (extracel,ularmatrix;
ECM)が関与している｡また,これらはtransforminggJ･Owthfactor-β(TGF-P)によって制御を受
けていると報告されているが,その.if細なシグナル伝達経路には不明な点が多い0本研究では
TGF･βシグナルの代表的な伝達経路であるSmad2/3に着日し,細胞核弟を制御することを目的と
してヒト歯肉由来細胞株におけるTGF･Pシグナル伝達系による細胞接着能,およびintegrinと
ECM分子の発現の変化を調べた｡
研究結果は,以下の内容であった｡
また,この綾瀬'･細胞数の増加は,特にTGF-PI型受容体阻脊剤 (smad2/3シグナル伝達経路の遮断)
によって抑制されたO
2.TGF-β-Smad2/3シグナルのJ'ntegn'n遺伝子(/TG)とECM関連過伝子の発現調節 :TGF･Plの刺激に
よって,JTG (a2,95,P4,P6),FNJ,TNC,VCAN,およびエAMr2の発現が増加した｡また,こ
れらの発現増加はTG叩 1型受容体阻害剤によって抑制された｡
3.Smad2/3過剰発現が細胞接着に及ぼす影響 :遡伝子導入後の細胞按瀬能の検討結果では,対照お
よびSmad3過剰発現細胞と比椴して,Smad2過剰発現細胞の接着細胞数が増加した0
4.Smad2/3過剰発現による/TGとECM関連遺伝子発現への影響.･対照およびSmad3過剰発現と比較し
て,Smad2過剰贋掛 子よってITG (a2,a5,6イ)の魔現が増加した0
5.Smad2過剰発現時のPISMAD2.lNTEGRINの検出 :p･SMAD2の核内-の局在とintegrin(Q2,a5,
P4,β6)の細胞質内の局在を秘話思した｡蛍光強度解析では,Smad2過剰裾現時にILntegrin (Q2,cL5,
P4,β6)の攻光強度が増加したC特に,integrina2の発現畳は有意に増加した0
6.ECM存在下での,Smad2/3過剰発現が細胞接着に及ぼす影響 :ECMをコー トしたプレー トを用い
た細胞接着能の検討結果では,Smad2/3過剰発現により,接着細胞数が増加した｡特にSmad2過剰
発現時では著明で,fibronectinをコー トしたプレー トにおいて,有意に増加したO
これらの結束から,歯肉上皮細胞において,TGF･β-Slnad2/3シグナル伝達経路が細胞接着に関与し,
特にSmad2の過剰発現はJ'ntegrin (a2,a5,P4)の発現上昇により,細胞接着･能を上昇させる｡すなわ
ち,Smad2が歯肉接合上皮の歯面-の接着を冗進させる可能性が本研究によって示されたO
以上に基づき,審査委員会は本申請論文に博士 (歯学)の学位論文として価値があるものと認めたQ
